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IDENTIFICATION DES LIGANDS D'UN RECEPTEUR CAPABLE DE S'INTERNALISER 

La presents invention a pour objet un precede de criblage 
5 applicable a ['identification de ligands potentiels pour un recepteur capable de 
s'internaliser. 

L'invention concerne plus particulierement, nnais non 
exclusivement les recepteurs appartenant a la famille des recepteurs a 7 

10 domaines transmembranaires couples aux proteines G ainsi que ceux de la 
famille des recepteurs tyrosine kinase a un seul domains transmembranaire. 

A ce jour, environ 800 recepteurs a 7 domaines 
transmembranaires couples aux proteines G (GPCR) ont ete clones de 
differentes especes eucaryotes. Chez I'homme. 240 GPGRs ont ete isoles. 

15 Pour seulement 140 d'entre eux le ligand endogene est connu, pour les 100 
autres restants qui constituent le pool des recepteurs orphelins, ils sont a 
identifier. 

Parallelement. plusieurs centaines de nouveaux medicaments 
agissant sur les GPGRs ont ete enregistres, au cours de ces vingt dernieres 
20 annees. 

En consequence, les recepteurs orphelins nouvellement clones 
sont d'un grand interet pour la recherche pharmaceutique dans la mesure ou ils 
sont susceptibles de representor des cibles th6rapeutiques potentielles. 
Toutefois, leur valorisation sur un plan therapeutique implique au prealable 
25 d'isoler leur ligand endogene et, par la meme, d'elucider leur fonction. 

Sur I' ensemble de ces recepteurs orphelins couples aux proteines 
G, seuls 5 ligands endogenes ont a ce jour ete isoles, tous appartenant a des 
families de peptides nouveaux : les orexines / hypocr^tines, la nociceptine / 
orphanine, le PrRP, peptide liberant la prolactins, I'apeline et le peptide de type 
30 leucokinin (leucokinin-like). 

Pour les identifier, les auteurs ont crible dans tous les cas des 
fractions de tissus purifiees sur differents tests. 
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Pour le choix des tests, ils ont mis a profit le fait que lorsque 
I'agoniste se fixe sur son recepteur, il y a formation d'un second messager qui 
va produire. suivant la voie de signalisation utilisee par le recepteur, differents 
produits et qui va dans tous les cas aboutir a un changement de pH 
intracellulaire. 

Dans le cas de la nociceptine. les auteurs ont mesure 
raccumulation d'AMPc, resultant de la stimulation de I'adenylate cyclase. 

Dans le cas des orexines. les auteurs ont mesure I'accumulation 
de Ca2+ intracytoplasmique resultant de la stimulation de la phosphoiipase C. 

Dans le cas du PrRP. les auteurs ont mesure la formation d'acide 
arachldonique resultant de la stimulation de la phosphoiipase A2. 

Dans le cas de I'apeline, ils ont mesure les modifications de 
racidification du milieu extracellulaire a I'aide d'un " cytosenseur" . 

Toutefois. I'ensemble de ces voies d'identification n'est pas 
totalement satisfaisant pour les raisons suivantes : 

La demarche d'identification consistant a evaluer la production de 
seconds messagers necessite de connaTtre la voie de signalisation du 
recepteur. En presence d'un recepteur orphelin, n'ayant aucune idee de la voie 
mise en jeu. il s'avere necessaire de tester I'ensemble des voies de 
signalisation connues avec I'espoir que le recepteur d'interet ne soit pas couple 
a une voie encore inconnue. Ceci necessite done de disposer d'une quantite 
d'echantillon importante. Cette demarche implique egalement que le recepteur 
d'interet soit couple a une cascade de seconds messagers dans les systemes 
de transfection het^rologues dans lesquels ils sont exprimes. ce qui n'est pas 
necessairement le cas. 

Quant a I'approche consistant a mesurer racidification du milieu 
extracellulaire, suite a la production de protons par la cellule activee, elle se 
heurte au probleme suivant : si I'on met en presence des banques de peptides 
ou des fractions purifiees d'extraits de tissus avec un recepteur orphelin 
exprime a la surface d'une cellule, on mesure une modification de pH 
extracellulaire qui resulte de la stimulation non seulement du recepteur orphelin 
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mais aussi de tous les recepteurs endogenes presents. On ne peut done pas 
delimiter facilement le ligand responsable de Tactivation du recepteur orphelin. 

La presente invention a precisement pour objet de proposer une 

5 nouvelle methode pour detecter et/ou identifier les ligands de recepteurs 
orphelins qui s'avere plus fiable que celles evoquees ci-dessus. realisable sur 
des echantillons de faibles volumes et exploitable en presence d'autres 
recepteurs endogenes et d'un nombre important de ligands, peptidiques ou non 
peptidiques, pour ces recepteurs endogenes annexes. 

10 La methode developpee dans le cadre de la presente invention 

met a profit les proprietes qu'ont les recepteurs a sept domaines 
transmembranaires, couples aux proteines G, ou les recepteurs a tyrosine 
kinase, de s'internaliser dans les cellules qui les expriment sous Taction de 
ligands agonistes. Llnternalisation est un phenomene assez universel qui 

15 touche un grand nombre de recepteurs. Cette internalisation peut ainsi etre 
visualisee en microscopie confocale, optique ou meme electronique lorsque le 
ligand est marque avec une molecule fluorescente ou un marqueur epitopique, 
Les complexes ligand-recepteurs suivent alors un cheminement intracellulaire 
caracteristique, qui a deja ete bien etudie. Par exemple, cette technique de 

20 marquage fluorescent ou epitopique a deja ete preconisee pour suivre le trafic 
intracellulaire soit : 

- d'un ligand marque, complexe a son recepteur respectif, ledit 
recepteur subissant une internalisation induite par son activation, 

- d'une proteine impliquee dans la transduction du signal, en 
25 Toccurrence la proteine kinase C marquee. 

- soit encore d'une proteine impliquee dans la desensibilisation 
d'un recepteur apres I'activation de celui-ci, en I'occurrence la R>-arestine 2 
marquee. 

Toutefois, Toption consistant a marquer soit un ligand soit une 
30 proteine impliquee dans la transduction du signal ou encore dans la 
desensibilisation d'un recepteur apres I'activation de celui-ci, comme la ft- 
arestine 2 marquee n'est pas totalement fiable. II peut en effet demeurer une 
ambiguTte sur Tidentite du recepteur dont rinternalisation a ete suivie. De plus 
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des donnees recentes suggerent que des proteines differentes peuvent etre 
impliquees dans les mecanismes d'intemalisation et de desensibilisation de 
divers recepteurs. La p-arestine 2. en particulier. ne semble pas jouer un role 
universel. 

Par exemple, lorsque I'on suit la mobilisation de la R-arestine 
couplee a I'EGFP, lors de la stimulation du recepteur orphelin par son ligand, il 
y a phosphorylation du recepteur qui peut alors fixer la (i-arestine2-GFP 
mobiiisee du cytoplasme a la membrane. II y a ensuite sequestration du 
recepteur et intemaiisation. Or, dans le cas de la recherche d'un ligand 
endogene d'un recepteur orphelin surexprim6 a la surface de cellules 
eucaryotes, la mise en contact avec une banque de peptides ou de fractions 
purifiees de tissu resulte en ['activation non seulement du recepteur orphelin 
mais aussi de tous les recepteurs endogenes couples aux proteines G. II en 
resulte done une mobilisation de la ft-arestine 2-GFP non seulement par le 
recepteur orphelin mais aussi par les recepteurs endogenes. Ceci ne permet 
done pas d'identifier le ligand responsable de I'activation du recepteur orphelin. 

De meme, dans le cas d'une banque de peptides ou de fractions 
de tissus purifiees contenant le ligand endogene recherche, si tous les peptides 
sont marques de fagon homogene on ne peut pas identifier celui que Ton 
recherche. 



Le precede de criblage revendique a precisement pour avantage 
de lever cette indetermination. 

Plus precisement, la presente invention concerne un precede utile 
pour detecter et/ou identifier dans une banque de composes peptidiques, 
pseudopeptidiques ou non-peptldiques. un extrait biologique et/ou une fraction 
purifiee d'un extrait de tissus. un ligand d'un recepteur d'interet et capable de 
subir une intemaiisation induite par la fixation dudit ligand, caracterise en ce 
qu'il comprend au moins les etapes consistant ^ : 

- exprimer ledit recepteur sous une forme marquee a la surface 

d'une cellule, 

- mettre en presence ladite cellule avec ladite banque, I'extrait 
biologique et/ou une fraction purifiee d'un extrait de tissus et contenant au 
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moins un compose peptidique, pseudopeptidique ou non peptidique susceptible 
d'etre un ligand dudit recepteur, dans des conditions suffisantes pour permettre 
une internalisation cellulaire dudit compiexe recepteur-iigand et 

- visualiser cette internalisation via la detection du marqueur lie 
audit recepteur. 

La presente invention implique done le marquage du recepteur 
orphelin pour lequel notamment sont recherches des agonistes potentieis, 

Le fait de marquer en soit le recepteur orphelin est nettennent 
avantageux au regard des techniques de detection evoquees ci-dessus. En 
effet, cette approche offre la possibilite de visualiser directement la cibte 
etudiee. Lors de la mise en contact du recepteur avec le ligand endogene, c'est 
le compiexe ligand-recepteur-marqueur qui est internalise. 11 n*y a pas 
d'ambiguTte sur Tidentite du recepteur internalise. 

De plus, dans le procede revendique. la cellule surexprime 
constitutivement le recepteur marque. Le marquage est intracellulaire, sur la 
queue cytoplasmique du recepteur et a done pour avantage de ne pas gener la 
fixation du ligand. 

En ce qui concerne les marqueurs convenant a invention, il peut 
s'agir soit d'une proteine autofluorescente soit d'un marqueur epitopique 
susceptible d'etre detecte par immunohistochimie. 

Les proteines fluorescentes pouvant etre mises en oeuvre dans le 
procede revendique appartiennent de preference a la famille de la proteine 
fluorescente sauvage GFP et ses mutants (Ex : EGFP, EBFP et EYFP). Wang 
S. & Halzelrigg T. (1994) Nature. 369:400-403 ; Yang TT et al. (1996) Nucleic 
Acid Res. 24: 4592-4593 ; Heim R & Tsien RY (1994) Curr. Biol., 6:1. 178-182; 
Ormo M et al.. (1996) Science, 273:1392-1395. 

A titre illustratif des marqueurs non fluorescents susceptibles 
d'etre egalement mis en oeuvre selon I'invention. on peut tout particulierement 
citer I'hemaglutinine. la polyhistidine, les proteines myc et flag et les epitopes 
viraux. 11 existe deja pour tous ces composes fortement immunogenes des 
anticorps selectifs hautement affins dans le commerce (ex : anticorps 
monoclonaux antimyc, Clontech; anticorps antihemaglutinine influenza, 
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Boehringer; anticorps anti-virus de la somatostatite vesiculaire. Clontech; 
anticorps anti-polyhistidine. In Vitrogen). Leur detection implique une 
reconnaissance du groupement antigenique par I'un de ces anticorps (dits 
primaires). suivi d'une visualisation de I'anticorps primaire par un anticorps 
secondaire provenant d'une autre espece et marque soit par un fluorophore. 
soit par la peroxydase du raifort que Ton fera consecutivement reagir avec un 
substrat approprie. 

Ce type de marquage est particullerement Interessant dans la 
mesure ou il permet une sensibilite de mesure elevee qui se traduit par la 
detection d'une concentration de ligand de I'ordre de 10-« M c'est-a-dire 
100 fmoles dans 10 pi. L'intemalisation du complex© est visible en microscopie 
confocale voire meme optique lorsque le recepteur est fortement exprime et si 
le ligand est en concentration suffisante (minimum ID"* M). 

Cette intemalisation est de preference detectee par microscopie 
confocale et/ou optique. 

Enfin, avantageusement. les autres recepteurs endogenes, non 
marques, presents a la surface des cellules botes, meme s'lls sont egalement 
internalises, ne sont pas visibles et n'interferent pas au niveau de la mesure. II 
n'est done note aucun bruit de fond ce qui est particullerement interessant au 
regard de la grande sensibilite de la methode de mesure. 

De maniere generate, le precede revendique s'avere posseder 
une sensibilite suffisante pour permettre la visualisation d'une intemalisation 
d'un conjugue recepteur-ligand au sein de la fraction testee nonobstant la 
presence d'autres recepteurs endogenes et d'un grand nombre de ligands, 
peptidiques ou non peptidiques pour ces recepteurs endogenes annexes. 

Avantageusement. le precede de criblage revendique s'avere 
adpate a I'etude de tout recepteur a condition que celui-ci possede la capacite 
de s'internaliser. 

Selon un mode privilegie de I'invention, le recepteur d'interet est 
couple a une proteine G. 

Le precede revendique est particullerement interessant pour 
caracteriser des ligands de recepteurs appartenant a la famille des recepteurs 
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a 7 domaines transmembranaires couples a la proteine G, les GPCRs, a la 
famine des recepteurs tyrosine kinase a un seul domaine transmennbranaire ou 
a la famille des recepteurs des cytokines. 

Dans le cas des GPCRs, Tetiquetage des recepteurs en C- 
5 terminal presente les avantages suivants : 

- la maturation post-traductionelle du recepteur n'est pas modifiee, 

- la liaison des agonistes et des antagonistes ainsi que la 
signalisation intracelluiaire sont les memes qu'avec le recepteur natif, 

- rintemalisation des complexes ligand-recepteurs n'est pas 

10 modifiee et 

- la methode de detection de I'expression est rapide et peut etre 
effectuee sur des cellules vivantes non fixees. 

Le recepteur a etudier est couple a un marqueur puis exprime a la 
15 surface d'une cellule-hote. En ce qui concerne ces deux operations, a savoir le 
marquage et I'expression dudit recepteur au niveau d'une cellule-hote, elles 
relevent bien entendu toutes deux des competences de Phomme de I'art. 
Generalement, on opere de la maniere suivante : 
La sequence de la partie codante du recepteur d'interet est 
20 inseree en phase, dans un vecteur d'expression, en amont ou en aval de la 
sequence codante de la proteine fluorescente (GFP, EGFP, EBFP, EYFP) ou 
d'un marqueur epitopique. Ces vecteurs d'expression (de type pGFP-N1 ou 
pGFP-C1, N1 ou C1 indiquent la position du recepteur par rapport a la proteine 
soit en N-terminal, soit en C-terminal) contiennent deja la sequence de ces 
25 marqueurs. Les cellules sont transfectees par une methode classique (tels que 
la methode des liposomes, phosphate de calcium), puis selectionnees pour leur 
resistance a un antibiotique. Dans le cas des proteines de la famille GFP, il est 
possible d'effectuer un tri des cellules exprimant le recepteur couple a la 
proteine fluorescente par cytometrie de flux. 
30 En ce qui concerne les cellules transformees il s'agit de cellules 

eucaryotes comme par exemple les cellules epitheliales de reins de singe : 
COS-7 ; d'ovaires de hamster : CHO ; et les cellules humaines embryonnaires 
de rein : HEK293). 
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Dans une variante du precede revendique, on peut envisager 
d'exprimer a la surface d'une cellule, deux ou plusieurs recepteurs distlncts 
marques respectlvement par des marqueurs differents. Les deux recepteurs 
sont blen entendu capables de s'internallser. Cette option offre ainsi la 
posslbillte de cribler sur un meme echantillon et simultanement des ligands 
potentiels pour plusieurs recepteurs. 

Conformement au precede revendique. les cellules botes sont 
mises en presence d'un ligand potentiel. Pour ce faire, on met done en contact 
lesdites cellules avec soit une banque de composes peptidiques. pseude- 
peptidiques ou non-peptidiques. un extrait biologique ou encore des fractions 
purifiees d'un extrait de tissus. 

Cette mise en contact est effectuee dans des conditions 
suffisantes pour permettre rintemalisation cellulaire du ou des complexes 
recepteur-marqueur-ligand. Ces conditions suffisantes sont bien entendu 
appreciees par rhomme du metier, en termes de temperature, de duree et de 
concentration. II peut egalement etre necessaire de preceder a des 
experiences repetees. 

En regie generate, I'intemalisation de complexes ligand-recepteur 
dans les cellules des mammiferes est optimale a 37°C. La demi-vie meyenne 
du processus d'intemalisation (temps requis pour que 50 % des recepteurs de 
surface occupes soient internalises) est de I'ordre de 10 minutes. Ainsi, des 
expositions au ligand de 20 a 40 minutes sont habituellement optimales pour le 
reperage des recepteurs internalises, les concentrations de ligand optimales 
sont de I'ordre de 10 § 20 fois I'affinite du ligand pour son recepteur (Kd). 

On suit par microscepie confocale ou dans le cas d'une forte 
expression de ce recepteur marque, par microscepie optique. rintemalisation 
du complexe ligand-recepteur qui se concretise par le deplacement du 
marquage (fluorescent ou immunehistochimique) de la membrane de la cellule 
(dent I'intensite de marquage diminue) vers I'interieur de celle-ci sous forme de 
vesicules. 

Dans le cas d'un recepteur marque avec une etiquette 
fluorescente, la visualisation s'effectue directement en observant le 
deplacement de la fluorescence. 
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Dans le cas ou le recepteur est marque avec un antigene non- 
fluorescent, rintemalisation est visualisee en microscopie confocale apr^s 
fixation des cellules et detection des epitopes antigeniques par des anticorps 
secondaires couples a un fluorophore. Alternativement, les epitopes 
i antigeniques peuvent etre reveles par une reaction enzymatique, ou a I'aide 
d'un anticorps radioactif qui se concretise dans les deux cas par I'accumulation 
de depots opaques visibles aussi bien en microscopie photonique 
qu'electronique. 

D Comme evoque precedemment, rintemalisation peut etre 

visualisee sur une dizaine de cellules et pour un volume d' incubation tres faible 
a savoir de I'ordre du pi. Ces deux qualites sont particulierement precieuses 
lorsque I' on ne dispose que d'une tres faible quantite d'echantillon. 

5 En consequence, le precede revendique s'avere tout 

particulierement avantageux pour detecter et/ou identifier le ou les ligands 
endogenes d'un recepteur orphelin ou encore identifier de nouveaux agonistes 
ou antagonistes pour un recepteur connu, c'est-a-dire dont on connaTt le ligand 
endogene. 

20 Etant base sur I'observation directe d'un phenomene biologique 

qui touche la plupart des recepteurs GPCR ou tyrosine kinase, a savoir 
rintemalisation, cette methode s'avere particulierement utile pour la recherche 
des ligands des recepteurs orphelins et plus particulierement des recepteurs 
des peptides, en utiiisant des preparations biologiques telles que des extraits 

25 detissu. 

On peut egalement envisager d'utiliser le precede revendique 
avec un recepteur marque, deja identifie et caracterise. comme un 
"biosenseur", qui permettrait de detecter dans un liquide biologique la 
presence meme a I'etat de traces d'une substance toxique ou non capable de 

30 se lier sur ce recepteur. 

La presente invention s'etend egalement a tout ligand d'un 
recepteur d'interet. identifie a I'aide du precede revendique. 
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Les exemples et figures soumis ci-apres sont presentes a titre 
illustratif et non limitatif de la presente invention. 

FIGURES 
Figures 1 : 

figure 1a : Visualisation par microscople confocale du recepteur 
de la neurotensine de type 1 couple a la proteine fluorescente EGFP (NTR1- 
EGFP) a la surface de cellules OHO, incubees avec du tampon seul ou avec 
une concentration faible (1 nM) de neurotensine de rat ou de grenouille 
n'induisant pas d'intemalisation. 

figure lb : Visualisation de I'intemalisation du recepteur NTR1- 
EGFP caracterisee par la fornnation de nombreuses vesicules fluorescentes 
cytoplasmique de 0.6 pm de diametre a I'interieur de cellules CHO incubees 
avec des concentrations de neurotensine de 10 et 100 nM. 

Figures 2 : Visualisation de rinternalisation du recepteur NTR1- 
EGFP avec ou sans lavage acide. en presence de : 10 nM de neurotensine 
(figure 2a) ou d'une fraction purifiee d'extrait de cerveaux de grenouille (figure 
2b). Les conditions sont les memes qu'en figure 1, et comprennent en outre un 
lavage acide du ligand endogene encore lie a la surface des cellules a la fin de 
la periode de charge. 

Figure 3 : Internalisation du recepteur NTR1-EGFP en presence 
de 10 fractions prepurifiees d'un extrait de cerveaux de grenouille. 

Figure 4 : Dosage radioimmunologique des fractions prepurifiees 
d'un extrait de cerveaux de grenouille en utilisant un anticorps dirige contre la 
region conservee de la neurotensine. 
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Materiels et m6thodes 

1) Construction du recepteur NTR1-EGFP 

5 La sequence codante entiere du recepteur NT1 (K. Tanaka, M. 

Masu and S. Nakanishi (1990) Structure and functional expression of the 
cloned rat neurotensin receptor. Neuron 4: 847-54) a ete amplifiee par PGR en 
utilisant deux amorces dirigees contre les extremites 5' et 3' de la sequence 
codante de cet ADNc et contenant egalement des sites de restriction Hindlll ou 

10 BamH1 5'-CTT AAG CTT ATG CAC CTC AAC AGC TCC GTG-3' (SEQ ID 
N°1) et 5'-TTT GGA TCC GCG TAG AGG GTC TCC CGG GT-3' (SEQ ID N°2). 
Apres digestion par les enzymes Hindlll et BamH1 et purification, la sequence 
amplifiee a ete inseree dans le vecteur d'expression pEGFP-N1 (Clontech) au 
niveau des sites Hindlll et BamH1. La construction a ete verifiee sur un 

15 sequenceur automatique AbiPrism 377 (Perkin-Elmer) en utilisant des ddNTP 
fluorescents. 

2) Transfection stable dans les cellules CHO 
Les cellules CHO-K1 (American Type Culture Collection : ATCC) 
20 ont ete cultivees en atmosphere humide a C02 5%, dans du milieu F12 
supplements avec 7,5% de serum de veau foetal, 1mM de glutamine, 100 
unites/ml de penicilline et 100 unites/ml de streptomycine (Boehringer 
Mannheim). Pour etablir la lignee stable exprimant ce recepteur, les cellules 
CH0-K1 (environ 2,6x106 cellules) ont ete transfectees avec 8 \ig de plasmide 
25 en utilisant des liposomes cationiques (Dosper, Boehringer). Les cellules 
transfectees sont selectionnees pour leur resistance a la geneticine. Les clones 
obtenus ont ete tries en utilisant la cytometrie en flux qui prend en compte 
I'intensite de la fluorescence de chaque cellule. Une deuxieme selection a ete 
effectuee a I'aide d'un microscope a fluorescence, en observant le niveau de 
30 I'expression du recepteur NTR1-EGFP fluorescent, localisee a la surface 
membranaire des cellules de chacun des clones. 
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3) Prepurification de I'extrait de cerveaux de grenouille 
- Collection des tissus 

2541 cerveaux de grenouille verte male (espece Rana ridibunda), 
correspondant a un poids de tissu frais de 215 g, ont ete collectes au 
laboratoire sur des animaux fraichement sacrifies. Les cerveaux ont ete 
congeles sur de la carboglace immediatement apres avoir ete preleves et 
conserves a -80°C. 



— Extraction des tissus 

Les cerveaux ont ete plonges pendant 15 min dans I'acide 
acetique bouillant 0,5 M (2 litres), puis homogeneises au mixeur. L'homogenat 
a ete centrifuge a 4000 x g pendant 30 min a 4°C. Le surnageant a ensuite ete 
prefiltre sur un assemblage de 10 colonnes de Sep-Pak CI 8 (Waters 
Associates. Milford. MA) montees en serie a un debit de 2 ml/min. Le materiel 
fixe sur les colonnes de Sep-Pak a ete elue avec 20 ml d'une solution 
d'acetonitrile a 70%. Cette operation a ete repetee 2 fois. 

~ Purification de I'extrait de cerveaux ri e arenouiiiP par HPLC 5.Pmi- 
preoarative 

Le materiel elue des colonnes de Sep-Pak a ete partiellement 
evapore afin d'eliminer I'acetonitrile, puis centrifuge a 13000 x g pendant 5 min. 
Le sumageant a ete preleve et divise en 2. Chacun des 2 pools a ensuite ete 
injecte sur une colonne semi-preparative Vydac CIS 218TP1010 (1 x 25 cm) 
(The Separations Group, Hesperia, CA) equilibree avec une solution 
d'eau/acide trifluoroacetique (99.9:0,1; vol:vol) a un debit de 2 ml/min. Le 
materiel peptidique fixe a la matrice a §te elue en utilisant un gradient 
d'acetonitriie s'elevant de 14 a 42% en 40 min a un debit de 2 ml/min. puis 
montant de 42 ^ 56 % pendant 60 min a un debit de 1 ml/min. L'eluat a ete 
collecte par fraction de 1 min et I'absorbance mesuree a 215 et 280 nm. Les 
fractions d'elution ont ete conservees a -20°C. Avant les experiences 
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d'internalisation, chacune des fractions a ete diiuee avec de I'eau. partiellement 
evaporee afin d'eliminer I'acetonitrile, et completee a un volume final de 50 pi. 

4)lnternalisation 

i Les cellules sont distribuees (50 % de confluence. 20 000 cellules 

par puit) puis cultiv6es pour la nuit sur des lames multi-puits (LabTek, Nunc) 
pretraitees avec de la polyallylamine (0,1 mg/ml, Aldrich). Sur ces lames, le 
volume des incubations (sauf pour la periode de charge) et des lavages est de 
250 \i\ par puits. 90 min avant le debut de I' experience, le milieu des cellules 
0 est change pour un milieu supplemente avec de la cycloheximide (70 ^JM, 
Sigma). Les cellules sont ensuite preincubees pendant 15 min sur la glace 
dans du tampon Earle's froid (pH 7.4, contenant 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 
1,8 mM CaCl2, 3,6 mM MgCls, 0,1 % albumine serique bovine, 0,01 % glucose 
et 0,8 mM 1,10-phenanthroline). Puis les cellules sont incubees pendant 
5 30 min avec le ligand dilue dans 50 |jI du tampon Earle's a 4°C (periode de 
charge). A ce stade, un lot de cellules est soumis a un lavage acide 
hypertonique (0,2 M d'acide acetique et 0,5 mM de NaCI dans le tampon 
Earle's, pH 4 pendant 2 min a 4"'C) afin de dissocier le ligand de ses recepteurs 
de surface. L'intemalisation est provoquee par remplacement du milieu par du 
20 tampon Earle's a 37°C et incubation des lames a 37°C pendant 20 a 30 min 
(periode de chasse). A la fin de 1' incubation, les cellules sont rincees avec du 
tampon Earle's froid, fixees avec du paraformaldehyde 4 % dissout dans du 
tampon phosphate 0,1 M a pH 7,4, rincees de nouveau dans du tampon Earle's 
froid puis montees en utilisant du Vectashield (Vector). 

25 

5) Microscopie confocale 

Les cellules sont examinees avec un microscope confocal Leica 
TCS NT configure avec un microscope inverse (Leica DM IRBE) equip§ avec 
un laser argon/krypton avec des filtres d'excitation et d'emission 
30 respectivement de 488 et 530-600 nm. Des images de 1024-1024 pixels de 
cellules individuelles sont obtenues en utilisant un objectif 63x a immersion a 
huile. 
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6) Dosage radioimmunologique de la neurotensine sur des 
fractions prepurifiees d'un extrait de cerveaux de grenouHle 

Un volume de 5 pi de chaque fraction collectee en sortie d'HPLC 
semi-preparative est soumis § un dosage radioimmunologique de la 
neurotensine. Le dosage de la neurotensine a ete effectue a I'aide d'un 
anticorps dirige contre le fragment C-terminal de la neurotensine de pore 
(Marcos et al., Peptides 1996, 17: 139-146). 

L'anticorps est utilise a une dilution finale de 1:50 000, et la 
sensibilite du dosage est de 10 pg. Le dosage radioimmunologique est effectue 
a 4°C dans un tampon veronal 0,02 M (pH 8.6) contenant 4% d'albumine 
serique bovine et 7000 cpm de (3-[125l] iodotyrosyl) neurotensine (Amersham, 
Buckingamshire, UK). Les echantiilons et l'anticorps ont ete incubes a 4°C 
pendant 48 h. La separation de la fraction de traceur liee a l'anticorps a ete 
realisee par precipitation en ajoutant a chaque echantillon une solution de 
Y-globulines (1 % dans du tampon veronal 0,02 M) et une solution de 
polyethylene glycol (20 % dans un tampon veronal 0,02 M contenant 0,1 % 
d'albumine serique bovine et 0,1 % de triton X-100). Apres une incubation de 
20 min a temperature ambiante, les echantiilons sont centrifuges (3 000 x g. 
30 min) et les culots comptes dans un compteur gamma. 

EXEMPLE 1 : Internalisation du recepteur NTR1-EGFP en presence de 
neurotensine de grenouille ou de rat 



1) Caracterisation du recepteur NTR1-EGFP 

Le recepteur NTR1-EGFP est exprime de fa?on stable dans la 
lignee celiulaire CHO et ses proprietes de liaison et de transmission du signal 
intracellulaire ont ete determinees. L'affinite de la neurotensine s'est revelee du 
meme ordre (0.3 nM) pour le recepteur NTR1-EGFP et le recepteur NT1 
sauvage. De la m§me fagon, le recepteur marque conduit a ia production 
d'inositols phosphates avec une EC50 (1 nM) identique a celle obtenue pour le 
recepteur NT1 sauvage (resultats non presentes). 
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2) Internalisation du recepteur NTR1-EGFP en presence de 
neurotensine de grenouille ou de rat 

Les cellules incubees avec du tampon seul ou avec des 
concentrations faibles (concentrations inferieures a 1 nM) de neurotensine de 
5 rat ou de grenouille presentent une fluorescence marquee du recepteur NTR1- 
EGFP localisee a la membrane des cellules (Fig. 1a). 

L' incubation des cellules CHO-NTR1-EGFP avec des 
concentrations croissantes de neurotensine (gamme commengant a 10 nM) 
entrame une internalisation des recepteurs NTR1-EGFP. indiquee par une 
0 diminution du marquage fluorescent membranaire et par la formation de 
nombreuses vesicules fluorescentes intracytoplasmiques de 0.6 pm de 
diametre (Fig. lb). Ce type de marquage n'est pas d§tecte lorsque le ligand est 
prealablement dissocie des recepteurs de surface suite a un lavage acide 
effectue a la fin de la periode de charge (Fig. 2a). Ces resultats indiquent que 
15 rinternalisation observee resulte de la fixation de la neurotensine sur les 
recepteurs membranaires pendant la periode de charge. 

FXEMPLE 2 : Internalisation du recepteur NTR1-EGFP en presence de 
fractions prepurifiees d'un extrait de cerveaux de grenouille 

20 

Dans une premiere serie d' experiences. 0,5 pi de chacune des 
120 fractions d'elution d'un extrait de cerveaux de grenouille (prepurifie sur une 
colonne semi-preparative) ont ete poolees par 10, donnant naissance a 12 
pools de 10 fractions, chacun complete a 50 pi avec du tampon d'Earle's. Seul 
25 le pool 2 contenant les fractions 11 a 20 entrame rinternalisation du recepteur 
NTR1-EGFP. 

Dans une seconde serie d'experiences. les fractions du pool 2, 
c'est a dire les fractions 11 a 20 (0,5 pi de volume de fraction originale dilue a 
50 pi avec du tampon d'Earle's) ont ete testees individuellement. Seules les 
30 fractions 15.16,17,18 entrainent rinternalisation du recepteur NTR1-EGFP (Fig. 
3). Cette internalisation n'est pas detectee si les cellules sont soumises a un 
lavage acide a la fin de la periode de charge (Fig. 2b) indiquant que 
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rinternalisation observee est le resultat de la fixation d'un ligand specifique sur 
les recepteurs NTR1-EGFP pendant la periode de charge. 

EXEMPLE 3 : Dosage radiolnnmunologique de la neurotensine sur les fractions 
5 prepurifiees d'un extrait de cerveaux de grenouille 



10 
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Le dosage radiolmmunologique des fractions prepurifiees d'un 
extrait de cerveaux de grenouille utilisant un anticorps dirige contre la region 
conservee de la neurotensine montre que le materiel immunoreactif est 
exclusivennent contenu dans les fractions 15,16,17.18 (Fig. 4). La quantite 
totals apparente de neurotensine mesuree dans les fractions d'elution de 
THPLC semi-preparative est de 894 ng dans 16 ml, ce qui correspond a une 
valeur de 352 pg de peptide par cerveau de grenouille. Par consequent, le 
materiel provoquant I'internalisation du recepteur NTR1-EGFP, contenu dans 
les fractions 15.16,17,18 correspond a la neurotensine endogene du cen/eau 
de grenouille. 

En conclusion, le procede d'internalisation decrit ci-dessus est un 
moyen direct, simple, specifique et fiable. permettant de detecter a partir de 
I'observation d'une seule cellule une quantite de neurotensine aussi faible que 
500 fmoles dans 50 pi. H apparait que cette mesure est realisable aussi bien 
sur une solution pure de neurotensine que sur une fraction d'extrait de tissu 
contenant non seulement la neurotensine mais aussi un grand nombre d'autres 
neuropeptides (le nombre minimum estime par fraction etant de 50 peptides), 
avec une sensibilite similaire puisque I'on arrive a detecter. d'apres le dosage 
25 RIA, environ 250 fmoles. 



20 
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REVENDICATIONS 



1. Procede utile pour detecter et/ou identifier dans une banque de 
composes peptidiques, pseudopeptidiques ou non-peptidiques, un extrait 
5 biologique ou une fraction purlfiee d'un extrait de tissus, un ligand d'un 
recepteur d'interet et capable de subir une Internalisation induite par la fixation 
dudit ligand caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes consistant a : 

- exprimer a la surface d'une cellule ledit recepteur sous une 
forme marquee, 

0 - mettre en presence ladite cellule avec ladite banque, 1' extrait 

biologique et/ou une fraction purlfiee d'un extrait de tissus et contenant au 
moins un compose peptidique, pseudopeptidique ou non peptidique susceptible 
d'etre un ligand dudit recepteur, dans des conditions suffisantes pour permettre 
une internalisation cellulaire dudit complexe recepteur-ligand et 

15 - visualiser cette internalisation via la detection du marqueur 

associe audit recepteur. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il permet 
la detection d'une concentration en ligand de I'ordre de 10"*M. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le 
20 recepteur exprlme est un recepteur orphelin. 

4. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le 
recepteur exprime est un recepteur dont on connait le ligand endogene. 

5. Procede selon I'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le recepteur est marque par une proteine 

25 autofluorescente. 

6. Procede selon I'une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la proteine fluorescente est une proteine de la famille de 
la proteine fluorescente sauvage GFP ou un de ses mutants. 

7. Proced6 selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
30 que la proteine fluorescente est choisie parmi les proteines EGFP, EBFP et 

EYFP. 
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8. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que le recepteur est marque a Taide d'un marqueur epitopique susceptible 
d'etre detecte par immunohistochimie. 

9 Procede selon la revendication 8 caracterise en ce que le 
marqueur epitopique est choisi parmi Themaglutlnine, la polyhistidlne. les 
proteines myc et flag et les Epitopes viraux. 

10. Procede selon I'une des revendications 1 a 7 caracterise en 
ce que I'intemalisation est detectee par microscopie optique et/ou confocale. 

11. Procede selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le recepteur marque appartient a la famille des 
recepteurs a 7 domaines transmembranaires couples aux proteines G, les 
GPCRs, a la famille des recepteurs tyrosine kinase a un seul domaine 
transmembranaire ou a la famille des recepteurs des cytokines. 

12. Procede selon Tune des revendications precedentes 
caracterise en ce que i'on exprime a la surface d'une cellule, deux ou plusieurs 
recepteurs distincts marques respectivement par des marqueurs differents. 

13. Utilisation d'un procede selon Tune des revendications 
precedentes pour detecter et/ou identifier le ou les ligands endogenes d'un 
recepteur orphelin. 

14. Utilisation d'un procede selon I'une des revendications 1 a 13 
pour identifier de nouveaux agonistes ou antagonistes pour un recepteur dont 
on connaTt le ligand endogene. 

15. Ligand d'un recepteur d'int6r§t, identifie par le procede selon 
I'une des revendications 1 a 12. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANTS: 

(A) MOM: INSERM 

(B) RUE: 101 rue de Tolbiac 

(C) VILLE: Paris 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 75013 

(G) TELEPHONE: 0144236000 

(H) TELECOPIE: 0145856856 

(A) NOM: UNIVERSITE McGILL 

(B) RUE: 3550, rue University 

(C) VILLE: Montreal 

(E) PAYS: QUEBEC 

(F) CODE POSTAL: H3A 2A7 

(G) TELEPHONE: (514)3984200 

(H) TELECOPIE: (514)3988479 

(ii) TITRE DE ^INVENTION: Precede de criblage utile pour identifier des iigands potentiels 
pour un recepteur capable de slnternaliser. 

(ill) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1 .0. Version #1 .25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de base 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: non pertinent 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 
CTT AAG CTT ATG CAC CTC AAC AGO TCC GTG 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de base 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANiSME: non pertinent 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 
TTT GGA TCC GCG TAG AGG GTC TCC CGG GT 
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of first sheet) 



TTiismtemationalsearchreporthasnotbeenestablishedmrespectofcertamclaimsunderArticlel7(2)(a)f^ 
1. j I Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



Claims Nos.: 15 

iTe^Z^Z'nn^^ parts Of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meanmgful international search can be carried out, specifically: ^i^^menis lo sucn 

See supplementary sheet pct/ISA/210 



3. [ [ Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Obscn^ationii where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



TTiis Intemational Searching Authority found multiple inventions in this mtemational application, as follows: 



1. □ As all requrred additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational 

searchable claims. 



search report covers all 



2 . As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee 

of any additional fee. 



this Authority did not invite payment 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I 1 protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Claim No.: 15 

Claim 15 of the present application concerns a compound defined by reference to a desired 
property, namely its capacity to be bound to a receptor of interest. 

There is no mention of any technical characteristic in Claim 15 which could lead to such a 
desired property. A support basis as defined by PCT Article 6 and/or a disclosure as defined 
by PCT Article 5 can be found for only a very restricted number of compounds which could 
fall within the scope for which protection is being sought. A partial support basis exists for 
Claim 15 inasmuch as a neurotensin receptor marked with the fluorescent EGFP protein is 
internalised in the presence of a neurotensin as ligand (Example 1) as well as in the presence 
of pre-purified fi*actions of an extract of frog brains (Example 2). However, Claim 15 does not 
provide any means to distinguish substances forming part of prior art, for example 
neurotensin which is already known, from novel substances. Therefore, it is not possible to 
deduce either from Claim 5 (PCT Article 6) or from the description (PCT Article 5) any 
definition of the subject matter for which protection could be legitimately sought. 

Notwithstanding the reasons stated above, the claims are also lacking in clarity (PCT Article 
6). Indeed, there has been an attempt to define the compound or the substance by means of the 
result to be achieved. In the present case likewise, the lack of clarity is such that it is not 
possible to carry out a significant search covering the whole scope covered by the claims. 

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of claims, concerning 
inventions in respect of which no search report has been established need not be the subject of 
a preliminary examination report (PCT Rule 66.1 (e)). The applicant is warned that the 
guideline adopted by the EPO acting in its capacity as International Preliminary Examining 
Authority is not to proceed with a preliminary examination of a subject matter unless a search 
has been carried out thereon. This position will remain unchanged, notwithstanding that the 
claims have or have not been modified, either after receiving the search report, or during any 
procedure under Chaper II. 
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B R CONWAY, L K MINOR, J Z XU. J W GUNNET, 
R DEBIASIO, M R D 'ANDREA, R RUBIN, R 
DEBIASIO, K GIULIANO, L ZHOU, K T 
DEMAREST: "Quantification of G-protein 
coupled receptor internalization using 
G-protein coupled receptor-green 
fluorescent protein conjugates with the 
ArrayScan high-content screening system" 
JOURNAL OF BIOMOLECULAR SCREENING, 
vol. 4, no. 2, 1999, pages 75-86, 
XP002120083 
abrege; figure 5 

& "Fourth Annual Conference and 
Exhibition of The Society for Biomolecular 
Screening" 

22 septembre 1998 (1998-09-22) 

WO 97 20931 A (US HEALTH ;HTUN HAN (US); 
HAGER GORDON L (US)) 
12 juin 1997 (1997-06-12) 
revendications 1,5,16 

WO 98 38490 A (BIODX INC ;DUNLAY R TERRY 
(US); GOUGH ALBERT H (US); GIULIANO KENN) 
3 septembre 1998 (1998-09-03) 
exemple 5 

WO 00 03246 A (CELLOMICS INC ;DUNLAY TERRY 
(US); GIULIANO KEN A (US); GOUGH ALBER) 
20 Janvier 2000 (2000-01-20) 
le document en entier 

US 5 760 188 A (BEAUDET ALAIN ET AL) 
2 juin 1998 (1998-06-02) 
colonne 6, ligne 39 - ligne 54 

FERGUSON S G ET AL: "Molecular mechanisms 
of G protein-coupled receptor 
desensitization and resensitization" 
LIFE SCIENCES, 
vol. 17/18, no. 62, 

27 mars 1998 (1998-03-27), page 1561 1565 
XP002076355 
ISSN: 0024-3205 
abrege 

T-T YANG, L CHENG, S R KAIN: "Optimized 

codon usage and chromophore mutations 

provide enhanced sensitivity with the 

green fluorescent protein" 

NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 

vol. 24, no. 22, 1996, pages 4592-4593, 

XP002120084 

cite dans la demande 

le document en entier 



-/- 



1-14 



1-15 



1.2,4-7, 
10,11,14 
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1-14 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



uttmands intamationale n*" 
PCT/FR 00/00113 



Cadre I Observations - lorsqu'll a dt6 estlmd que certaines revendtcatlons ne pouvalent pas faire Toblet d'une rechercti J 
(suite du point 1 de la premiere feullle) ^ 



Conform^ent k I'article 17.2)a)» certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. I I Les revendications 

se rapportent h un objet k I'^ard duquel ra(*ninistration n'est pas tenue de proc^er k la recherche, a savoir 



2. I X| Les reverKlications n*** 15 

se rapportent k des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les condttions prescritas pour 
qu'une recherche si^ificative puisse etre effectu^, en particulier 

voir feullle supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3. I I Les revendications n°* 

sont des reverKlications ddpendantes et no sont pas r^dlg^s confonn^ment aux dispositions de ta deuxieme et de (a 
troisidme phrases de la regie 6.4.a). 

Cadre II Ot>8ervations - lorsqu'll y a at>sence d'unltd de rinventton (suite du point 2 de la premiere feullle) 



L'administration charge de ta recherche intemationale a trouve plusteurs inventions dans ta demande intemationaie. k savoir 



^' [ I Comme toutes les taxes adcStionnelles ont 6t6 payees dans les delais par le ddposant, te present rapport de recherche 
'—J Internationale porta sur toutes les revendicatioris pouvarrt fair© I'objet d'une recherche. 



□ 



Cornme toutes les rechenches portant sur les revendications qui sV prataient ont pu dtre effectu^ sans effort particulier 
justifiant une taxe additionneite, radministration n'a sollicttd le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3- [ I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demand^es a 6t6 payee dans les delais par le d^posant le present 
rapport de recherche trttemationate ne porte que sur les levendications pour lesquelles les taxes ont ^ payees* a savoir 
les revendications n °* 



I I Aucune taxe additjonnelie demand^ n'a ^t^ pay6e dans les d6lais par le d^posant. En consequence, le present rapport 

de recherche Internationale ne porte que sur i'invemion merrtionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n 



Remarque quant k la r^erve | | Les taxes additionnelles etaient accompagn6es d'une reserve de la part du d^posan L 

[ I Le paienDent des taxes adcfitionnelles n'^ait assorti d'aucune reserve. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1,2 
Revendications nos.: 15 

La revendication 15 presente a trait a un compose defini en faisant 
reference a une propriete souhaitable, a savoir sa capacite de se lier a 
un recepteur d'interet. 

Aucune caracteristique technique n'est presente dans la revendication 15 
qui conduira a une telle propriete souhaitable. Un fondement au sens de 
L'Article 6 PCT et/ou un expose au sens de r Article 5 PCT ne peut etre 
trouve que pour un nombre tres restreint des composes qui feral t parti e 
du domaine pour lequel la protection est recherchee. Un fondement parti el 
existe pour la revendication 15 dans la mesure oQ un recepteur de la 
neurotenslne marque avec la proteine fluorescente EGFP s'internalise en 
presence de la neurotenslne comme ligand (Exemple 1) ainsi qu'en presence 
de fractions prepurifiees d'un extrait de cerveaux de grenouille (Exemple 
2). Cependant la revendication 15 ne fournit aucun moyen de distinguer 
des substances faisant partle de I'etat de la technique, par exemple la 
neurotenslne deja connue, des substances nouvelles. Aucune definition de 
la matiere pour laquelle une protection pourrait etre legitlmement 
revendiquee ne peut done etre deduite de la revendication 15 (Article 6 
PCT) ou de la description (Article 5 PCT). 

Independamment des raisons evoquees ci-dessus, les revendications 
manquent aussi de clarte (Article 6 PCT). En effet, on a cherche a 
defini r le compose ou la substance au moyen du resultat a atteindre. Ce 
manque de clarte est, dans le cas present, de nouveau tel qu'une 
recherche significative sur tout le spectre couvert par les 
revendications est impossible. 

Inattention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d*un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d* administration chargee de Texamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait I'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
alent ou n'aient pas ete modi flees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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